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烟 青虫 质 型 多 角 体 病毒 的 形态 及 
某 些 理化 特性 


《中 国 科学 院 动 物 研究 所 ， 北 京 ” 100080) 


ME ARMA (Heliothis assulta) 质 型 多 角 体 病毒 CPV) 的 形态 大 小 以 及 某 些 理化 特 性 
进 ! SAR. MAR CPV 多 角 体 为 正 五 角形 的 十 二 面体 ， 大 小 为 0.8 一 4.6 um; CPV 粒子 为 外 形 呈 六 
角形 或 球形 的 廿 面体 ?大 小 为 62 nom。CPV 多 角 体 蛋白 的 主要 多 肽 为 一 种 * 分 子 量 23000， 为 非 糖 蛋白 。. 
用 SDS- 酚 法 提取 的 CPV 基因 ， 经 RNase I 和 DNase I 处 理 后 在 1% 琼脂 糖 杉 胶 上 电泳 ,结果 表明 
其 基因 是 双 链 RNA， 并 由 10 FRAP RAR BH RANA 0.3—2.68X10%, BA FHAIS.85 X10, 
本 文 所 报道 的 烟 青 虫 质 型 多 角 体 病毒 在 国内 外 尚 属 首次 。 

关键 词 Wh ” 质 型 多 角 体 病毒 SAKE MB RNA 


烟 青虫 (Heliothis assulta) 幼虫 主要 危害 烟草 、 辣 椒 等 , 特别 使 烟叶 的 产量 和 品质 
降低 ,给 国民 经 济 造成 了 很 大 的 损失 ,因此 对 烟 青 虫 病原 性 病毒 进行 研究 具有 一 定 的 应 用 
价值 。 在 对 生物 防治 烟 青虫 的 研究 过 程 中 ,本 实验 室 除 了 对 烟 青 虫 NPV 病毒 研究 外 ,在 
1986 年 还 从 室内 人 饲养 的 烟 青虫 种 群 中 分 离 到 了 烟 青虫 质 型 多 角 体 病 毒 ， 并 在 1990 年 从 
野外 采 回 的 烟 青 虫 幼虫 中 又 分 离 到 了 该 病毒 ， 这 在 国内 外 属 首次 报道 。 由 于 该 病毒 能 引 
起 烟 青 虫 幼虫 的 大 量 死亡 ,所 以 本 文 对 该 病毒 的 形态 及 某 些 理 化 特性 进行 了 研究 ,为 开发 
这 种 病毒 应 用 提供 一 些 理论 依据 。 

材料 和 方法 

一 、 病 毒 和 试剂 WEE CPV 为 动物 研究 所 昆虫 生理 实验 室 分 离 ; RE CPV 为 
同一 实验 室 提供 ;丙烯 酰胺 、 琼 脂 糖 、 过 硫酸 胺 、 四 甲 基 乙 二 胺 、 溴 乙 锭 系 E. Merck 产 
fa; Bis 为 比利时 r. c. b. 产品 ; Tris 为 EMK 进口 分 装 产 品 ; SDS 为 Calbiochem- 
Behting 产品 ;标准 蛋白 为 Sigma 产品 ; DNase I 为 包头 生化 制药 厂 产 品 ; 其 余 试剂 或 为 
进口 产品 或 为 国内 分 析 纯 级 。 

Z., CPV 多 角 体 的 分 离 纯化 ” 剖 取 染病 幼虫 中 肠 , 用 玻 质 细 胞 匀 浆 器 匀 浆 。 匀 浆液 
用 赔 脂 棉 或 纱布 过 滤 去 残 泻 ， 滤 波 差 速 离心 收集 多 角 体 。 多 角 体 用 重 燕 水 洗涤 三 次 后 置 
40% 一 65% (W/V) 其 糖 密度 梯度 上 端 ，77600 rpm 离心 60—90 分 钟 。 取出 多 和 角 体 沉 
降 带 ,用 重 燕 水 洗 去 残留 的 茂 糖 。 

=. CPV 粒子 的 分 离 纯化 “分离 纯 化 步骤 按 巫 爱 珍 等 (1978 ) 方 法 进行 。 

m., CPV 多 角 体 和 CPV 粒子 的 形态 观察 ”将 纯化 的 多 角 体 配 成 1 x 10 多 角 体 / 


AMT 1991 年 11 月 收 到 。 
* 现在 苏州 医学 院 生物 技术 所 工作 。 
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ml BR, WP)RERAL, 干燥 后 用 金 喷 涂 投影 ，JSM-35CF 扫描 电镜 观察 ; 取 纯 化 
的 CPV 粒子 悬 疲 少量 滴 在 带 Formvar 的 铜 网 上 ,干燥 后 用 2% ES MR (pH7.0) fA 
染 , 待 干 后 用 JEM-100CX 透射 电镜 观察 。 

五 、 多 角 体 蛋白 的 分 离 与 纯化 ”其 分 离 纯 化 按 Payne 等 (1976) 的 方法 进行 

六 、 多 角 体 蛋白 的 电泳 分 析 及 其 分 子 量 测 定 7% SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 Hk 
龙 翔 等 (1981) 和 Payne 等 (1974) 方法 进行 。 电 泳 后 的 凝 胶 分 别 用 芳 马 斯 亮 蓝 R-250 
和 过 碳酸 -Schiff 试剂 染色 (PAS 染色 法 )o 标 准 分 子 量 蛋白 是 : REABMAD,20106; 
胰 和 蛋白酶 原 ，24000; 碳酸 栈 酶 ，29000; 甘 柚 礁 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 ,36000; 卵 清 蛋 白 ,45000; 
牛 血清 蛋白 ，66000; 磷酸 化 酶 ，97000; 8- 半 乳 糖 区 酶 ，116000。 

t., CPV 基因 的 提取 纯化 ”纯净 的 CPV 多 角 体 或 CPV 粒子 悬浮 于 5 mmol/L 
Tris-5mmol/L MgCl, (pH7.6) 和 20% SDS Rih, 用 90% (V/V) EERE 30° 
恒温 振荡 2 小 时 , 抽 提 三 次 后 用 无 水 乙醚 除 酚 ,再 用 预 冷 的 95% 乙醇 (被 NaCl 饱和 ) 沉 
淀 核酸 。 核 酸 用 90%、80%、70% 乙醇 逐 级 洗涤 ,真空 干燥 ,最 后 溶 于 0.1 X SSC REE 
适宜 的 样品 溶解 被 中 。 

八 、CPV 基因 的 酶 处 理 ” 烟 青虫 CPV 基因 核酸 的 DNase I 和 RNase I 处 理 人 参 
4 Gomatos 等 (1963) 和 Rubinstein 等 (1976) 的 方法 进行 。 各 样品 处 理 组 基因 含量 一 
样 。 

h. CPV 基因 的 电泳 分 析 与 分 子 量 的 测定 采用 1% 琼脂 糖 凝 胶 平 板 电泳 。 用 
TBE (pH8.0) 为 电极 缓冲 液 及 配制 凝 胶 溶 液 。 溴 乙 锭 加 在 凝 胶 中 ( 终 浓度 1 ug/ml); 
50V 稳 压 ;电泳 4 一 5 小 时 。 


结 Fe 


、 烟 青虫 CPV 多 角 体 和 粒子 的 形态 大 小 
扫描 电镜 观察 表明 ，CPYV 多 角 体 形态 帮 是 正 五 角形 的 十 二 面体 ,大 小 为 0.8 一 4.6hm， 
平均 为 2.23 km 〈 图 1)。 在 多 角 体 内 包 埋 着 许多 病毒 粒子 ， 在 扫描 电镜 上 其 多 角 体 表面 





图 1 烟 青 虫 质 型 多 角 体 的 扫描 电镜 图 vX 6000) 图 2 烟 青 虫 质 型 多 角 体 病 毒 粒 子 的 透射 电镜 贸 
《箭头 示 包 埋 病 毒 粒 子 的 多 角 体 ) (x26000) A,B (xX 60000) 
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上 为 许多 四 凸 不 平 。 在 透射 电镜 下 病毒 粒子 外 形 呈 六 角形 或 近 圆 球形 (图 2 A、B), 大 小 
62 nmo ee 有 六 个 突起 结构 (图 
2 A)。 这 些 特 征 正 是 廿 面体 的 COV Ki FRR BAA (Aruga 和 Tanada, 1971) 

=., WE sa CPV 多 角 体 蛋白 的 电 
To 

多 和 角 体 蛋白 经 7% SDS-RA hi Be 
胺 凝 胶 电 泳 《PAGE) 后 ,用 孝 马 斯 亮 蓝 
R-250 染色 ,可 分 离 出 五 种 多 肽 组 分 ,分 
a Pi P2 P: Pa Ps 《图 3A4A)e 各 
多 肤 组 分 分 子 量 见 表 lo 经 PAS 法 染 
色 表 明 烟 青虫 CPV 多 角 体 蛋白 各 组 分 





Pessi 
P, -一 一 
ees a 116000 
— 97000 ` - 
一 一 “一 -一 66000 
四 ,一 一 一 
一 一 “一 -一 45000 
— 36000 
—_— —— 29000 
4 Ps we —— 24000 
ws 20100 
图 3 烟 青虫 CPV 多 和 角 体 蛋白 70% SDS- 图 4 WES CPV 多 角 体 蛋白 79% SDS-PAGE 
PAGE 图 谱 示意 图 
A. 考 马 斯 亮 蓝 R-250 染色 B. PAS 染色 A. SU ihe R-250 染色 B. PAS %&° C. 
C. D. 标准 蛋白 LII D. 标准 蛋白 LH 


都 不 是 糖 蛋 白 ( 图 3B,，48)。 从 P, 和 Ps 的 相对 染色 浓度 和 斑点 大 小 ， 以 及 各 自分 子 量 


大 小 和 均 为 非 糖 蛋白 这 一 性 奈 ， 可 以 表明 Ps 组 分 含量 最 高 ， 它 是 多 角 体 蛋白 的 主要 组 
家 1 Wie CPV 多 角 体 蛋白 多 肽 组 分 的 分 子 晤 


vs 








烟 青虫 CPB* 蛋白 多 肘 组 分 | 分 子 量 
P， 129250 
P, 124090 
P, 119000 
P, 65500 
P 23000 





* CPV 多 角 体 
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分 分子量 为 23000, 而 P, 是 Ps N= RK 
三 、 烟 青虫 CPV 基 光 组 的 电泳 分 析 

semi (一 ) 烟 青虫 CPV 基因 为 双 链 RNA, KA DNA M 
青虫 CPV 基因 组 分 别 经 RNase I 和 DNase I 处 理 后 ， 
经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 表 明 : CPV 基因 组 在 0.01 x 
SSC HH, 经 RNase I 处 理 , 所 有 基因 片段 都 被 降解 , 在 凝 
BERRI, 而 在 1 Xx SSC 中 时 ,经 RNase I 处 理 后 电 
泳 ,虽然 有 一 些 弱 带 出 现 ,但 所 有 主要 分 带 仍然 存在 《主要 
分 带 欧 光 变 弱 及 第 二 分 带 分 离 出 二 条 带 的 原因 ， 话 见 后 面 
讨论 ) ,这 说 明基 因 组 在 高 浓度 的 盐 〈1 X SSC) Aw 中 对 
RNase 工具 相当 的 抗 性 ; CPV 基因 经 DNase I 处 理 不 
受 任 何 影响 ， 即 在 凝 胶 中 分 带 不 变 ( 图 5 )。 上 述 这 些 结 来 
| Ba, CPV 基因 组 是 双 链 RNA (Harley 等 ,1978; Miura 
— e j as, 1968), EXIS DNA。 


e Amna 






ee) A 


一 一 | (=) ‘ith CPV 基因 组 的 片段 数目 及 分 子 量 。 在 
[HH “1% 琼脂 糖 凝 胶 中 , 烟 青 虫 CPV 基因 组 经 电泳 可 分 离 出 9 
条 带 , 这 些 带 可 区 分 为 大 中、 小 三 个 区 域 , 这 是 呼 肠 孤 病毒 
类 基因 组 的 特性 之 一 。 从 各 带 的 荧光 强度 差异 及 按照 质 型 
多 角 体 病毒 组 具 10 个 等 克 分 子 数 基因 片段 的 特点 ,第 二 条 
带 中 包含 两 个 分 子 量 相近 的 片段 。 以 家 蚕 CPV 基因 组 为 
标准 分 子 量 核 酸 ( 吕 鸿 声 ，1982)， 测 得 烟 青 虫 CPV 基 
aooo 因 组 各 片段 大 小 为 0.3 一 2.68 X 10° (UÈ 2)， 总 分 子 量 为 
POS Wah CPV 基因 电泳 图 谱 15.85 X 10°, & 24015 对 碱 基 。 
i (三 ) 比较 各 基因 片段 的 产物 计算 值 和 多 角 体 蛋白 多 


B. HasCPV-RNA(0.01%SSC) + ” 肽 的 实测 值 ,可 以 得 出 它们 之 间 的 对 应 关系 ( 表 3)。 


RNase I 


C. HasCPV-RNA(1XSSC) + A TA 
DNase I A VG 
ee is ihre 从 染病 烟 青虫 幼虫 的 外 部 病症 和 病毒 多 角 体 的 形态 特 


E. B,CPV-RNA(1XSSC) 


(Has: Heliothis assulta, Ba: = $§—ILAARBHT+CoK, SERA CPV 多 角 体 的 形 
ERE 态 一 样 ( 阿 部 芳 彦 ,1977) ,并 已 知 其 基因 组 是 由 成 片段 的 双 
se RNA 组 成 ,这 些 片段 分 成 大 、 中 、 小 三 个 区 域 ,其 多 角 体 蛋白 具 一 个 主要 多 肤 , 这 些 特 
点 进一步 证 实 了 它 是 一 种 质 型 多 角 体 痿 毒 。 把 烟 青 虫 CPV 的 特点 和 Payne (Payne 
等 ，1976、1977; Harrap 等 ，1979) 划分 的 12 种 类 型 的 CPV 进行 比较 可 见 , 尽 管 烟 青 
h CPV 基因 RNA 的 电泳 图 谱 和 类 型 1 及 类 型 12 的 相似 ， 但 它们 各 目的 基因 组 间 至 
少 有 三 个 基因 片段 不 同 , 且 它们 各 自 的 多 角 体 蛋白 也 不 相同 ,按照 Payne 等 , (1977) 的 
标准 ,是 否 可 把 烟 青 虫 CPV 划 归 为 一 种 尚未 报道 的 新 型 。 
青虫 CPV 多 角 体 蛋白 经 PAGE 得 到 的 P, 组 份 是 Ps WIRE, P, SAR 
测 分 子 量 小 于 P 三 聚 体 的 理论 值 ， 这 是 由 于 有 些 蛋白 多 聚 体 的 电泳 迁移 率 要 大 于 理论 
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表 2 BHA CPV 基因 各 片段 分 子 量 及 其 基因 产物 计算 值 






基因 产物 计算 值 (Smith 4,1969; 


AH BEM (x 10°) Bune Ce 97 


电 ok 
带 顺 序 
135354 dalton 
127778 
127778 
118687 
111111 

65657 

40404 

34343 

24242 

15152 


pò eed 


站 . . ° ° ° ° e . . 






won A Um UV 


电泳 带 总 数 9 基因 组 总 分 子 量 15.85 x 10° 基因 产物 总 计算 值 800001 


”电泳 时 移动 速度 很 接近 的 NN AREA FYE 
表 3 烟 青 虫 CPV 某 些 基因 片段 产物 计算 值 与 多 角 体 蛋 白 多 肽 的 关系 





基因 片段 分 子 量 基因 产物 计算 值 多 角 体 蛋白 多 肽 
II 2.53% 10° 127778 129250 P, 
Ill 2.53% 10° 127778 124000 P, 
IV 2.35 xX 108 118687 119000 P, 
VI 1.30% 108 65657 65500 P, 
IX 0.48% 10° 24242 23000 P, 





值 所 致 (Payne 等 ,1974)。 

Wak CPV 基因 在 1 x SSC 中 经 RNase I 处 理 后 ，1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 结果 有 显 
示 在 对 照 组 基因 ( 溶 于 1 X SSC, 未 经 酶 处 理 ) 电 泳 时 未 能 分 开 的 电泳 带 却 能 分 开 了 ， 各 
个 主要 片段 的 奖 光 强度 都 比 对 照 的 明显 要 弱 , 且 除 主要 电泳 带 外 ,还 多 了 一 些 弱 带 。 这 种 
现象 的 产生 也 说 明了 这 些 基因 是 RNA 性 质 的 。 由 于 CPV 双 链 RNA 基因 片段 的 末 
端 在 病毒 粒子 内 可 能 都 是 开 环 结构 的 《Smith 等 ,1980、1982), 所 以 尽管 CPV-RNA 基 
因 在 1 x SSC 中 ,对 RNasel 仍 不 是 完全 抗 性 的 。 由 于 RNase | 降解 各 片段 的 程度 可 
能 不 一 样 ， 从 而 使 本 来 分 子 量 相同 或 十 分 接近 的 基因 片段 产生 了 差异 而 得 以 在 凝 胶 电泳 
中 分 离开 了 。 


£ = xX 献 


AWE 1982 昆虫 病 众 与 昆虫 病毒 病 。 科 学 出 版 社 。 

BEES 1973 以 双 链 核糖 核酸 为 基因 组 的 病毒 的 研究 |. 家 和 尼 细胞 质 多 角 体 病毒 的 简易 纯化 及 其 性 质 。 生物 
化 学 与 生物 物理 学 报 10(4): 381 一 9。 

张 龙 翔 等 1981 生物 化 学 实验 方法 与 技术 。 高 等 教育 出 版 社 。 

RMB 1977 力 4= PRRRILEMENre Vr Fr HT1A, BLUI hi 小 细胞 里 多 角 体 四 形 
ARo HEHE 46(4); 291—6, 

Aruga, H. & Y. Tanada 1971 The cytoplasmic polyhedrosis virus of the silkworm. University of 


158 民 H 学 报 37 着 


Tokyo Press. 
Gomatos, P. J. et al. 1963 The secondary structure of reovirus RNA. Proc. Natl. Acad. USA 49: 


707—14. 

Harley, H. et al. 1978 The multicomponent genome of a different cytoplasmic polyhedrosis virus 
isolated from Heliothis armigera. Intervirol. 10: 351—5. 

Harrap, K. A. et al. 1979 The structure properties and identification of insect viruses. Advances 
in Virus Research. (M. A. Lauffer et al. eds.) Academic Press. New York. 

Miura, K. I. et al. 1968 Double-stranded RNA from cytoplasmic polyhedrosis virus of the silk- 
worm. J. Virol, 2(10):1211—22. 

Payne, C. C. et al 1974 The structure proteins and RNA components of a cytoplasmic polyhedrosis 
virus from Nymphalis io (Lepidoptera:Nymphalidae) J. Gen. Virol, 25:291—302. 

Payne, C. C. et al. 1976 Biochemical and serological studies of a cytoplasmic polyhedrosis virus 
from Arctia caja: naturelly occuring mixture of two virus types. J. Gen. Virol. 30:357—69. 

Payne, C. C. et al. 1976 A provisional classification of cytoplasmic polyhedrosis viruses based on 
the size of the RNA genome segments. J. Gen. Virol. 33:71—85. 

Payne, C. C. et al. 1977 The properties of two isolates of cytoplasmic polyhedrosis virus. Intervt- 
rol, 8:155—63. 

Rubinstein, R. et al. 1976 The nucleic acid of viruses infecting Heliothis armigera. Virology 19: 


323—6. 
Smith, R. E. et al. 1969 The relationship between the theoretical primary gene products. Virology 


39: 791—810. 
Smith, R. E. et al. 1980 Gene mapping of cytoplasmic polyhedrosis virus of silkworm by the full 
length mRNA prepared under optimized condition of transcription in vitro. Virology 103:279— 


90. 
Smith, R. E. et al. 1982 The double stranded RNA genome segments of cytoplasmic polyhedrosis 
virus are independently transcribed. J. Virol. 41(1):326—9. 


MORPHOLOGY AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF 
A CYTOPLASMIC POLYHEDROSIS VIRUS FROM 
TOBACO BUDWORM HELIOTHIS ASSULTA 


CHEN ZHI-RONG Car XIU-YU 
(Institute of Zoology, Academia Sinica, Beijing 100080) 


A cytoplasmic polyhedrosis virus (CPV) isolated recently from the tobacco bud- 
worm Heliothis assulta was observed with EM and characterized biochemically. The 
polyhedral bodies of the CPV were pentagonal dodecahedron measured 0.8 to 4.6 gm, 
and the virions after release from the polyhedra were found with a hexagonal or 
spherical outline and a size of 6Znm. The polyhedrin had a molecular weight of 
23,000 dalton and was not a glycoprotein because it was stained negatively by perio- 
dic acid-Schiff’s reagent. Genes of the CPV were double-stranded with DNase I re- 
sistance and considerable RNase I resistance. The CPV genome consisted of ten 
segments of RNA. Their molecular weights range from 0.3—-2.68 X10 dalton, with 
a total of 15.85 X 10° dalton. 
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